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Pendahuluan
Diabetes Melitus (DM) merupakan kumpulan gejala 
yang timbul pada seseorang yang mengalami peningkatan 
kadar gula (glukosa) darah akibat kekurangan hormon 
insulin secara absolut dan relative. Diabetes Melitus 
merupakan penyakit endokrin yang paling umum 
ditemukan. Penyakit ini ditandai oleh hiperglikemia dan 
glikosuria [1].
Indonesia menempati peringkat ke tujuh dunia dalam 
prevalensi penyakit diabetes melitus. Prevalensi orang 
dengan diabetes di Indonesia mengalami kecenderungan 
meningkat, yaitu pada tahun 2007 sebesar 5,7% menjadi 
6,9% pada tahun 2013. Menurut Riset Kesehatan Dasar 
tahun 2013 penderita diabetes mencapai 12,19 juta jiwa. 
Berdasarkan jumlah tersebut, sebanyak 30,4% terdiagnosis 
menderita diabetes melitus 
dan 69,6% belum terdiagnosis. 
Penderita diabetes melitus yang 
terdiagnosis sebanyak 95% 
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ABSTRACT: Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disease characterized by an increase in blood sugar (glucose) levels or 
hyperglycemia. Various therapies are carried out to eliminate hyperglycemia used antidiabetic drugs or herbal plants. In some 
cases concurrent use of oral diabetes drugs and antidiabetic herbs can caused interactions between the two drugs. This study aims 
to determined the effect of Phyllanthus niruri L. ethanol extract and glibenclamide interaction towards CYP3A4 gene expression 
in HepG2 cell line. This study is an experimental study with several variables, both independent variables (combination of extracts 
and glibenclamide), dependent (CYP3A4 gene expression). The results of this study showed that a single glibenclamide decreased 
CYP3A4 gene, ie at concentrations of 100, 50, and 25 µg / mL of 0.74; 0.74; 0.94. Furthermore, in the process of maked CYP3A4 
gene signals as the extract concentration increased. In combination with Phyllanthus niruri L. extracts and glibenclamide there is a 
decreased in genes expression with increased concentration. The combination of Phyllanthus niruri L. and glibenclamide reduced 
CYP3A4 gene expression along with increased concentration. Decreasing CYP3A4 gene expression has implications for decreasing 
drug metabolism. 
Keywords: CYP3A4; Diabetes Mellitus; Glibenclamide; Gene Expression; HepG2; Phyllanthus niruri L.; Drug Interaction.
ABSTRAK: Diabetes Melitus (DM) merupakan suatu sindrom metabolik yang ditandai dengan peningkatan kadar gula (glukosa) 
darah atau hiperglikemia. Berbagai terapi dilakukan untuk menurunkan hiperglikemia menggunakan obat antidiabetes maupun 
tanaman herbal. Pada beberapa kasus penggunaan bersamaan obat diabetes oral dan herbal antidiabetes dapat menyebabkan 
interaksi antara kedua obat tersebut. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh interaksi ekstrak etanol meniran dengan 
glibenklamid terhadap ekspresi gen CYP3A4 pada kultur sel HepG2. Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental kuantitatif 
dengan beberapa variabel, baik variabel independen (kombinasi ekstrak dan glibenklamid), dependen (ekspresi gen CYP3A4). 
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pada pemberian glibenklamid tunggal terjadi penurunan ekspresi gen CYP3A4, yaitu pada 
konsentrasi 100, 50, dan 25 µg/mL sebesar 0,74;0,74;0,94. Selanjutnya pada ekstrak meniran tunggal terjadi peningkatan ekspresi 
gen CYP3A4 seiring peningkatan konsentrasi ekstrak. Pada kombinasi ekstrak meniran dan glibenklamid terjadi penurunan ekspresi 
gen seiring dengan peningkatan konsentrasi pengujian. Pemberian kombinasi ekstrak meniran dan glibenklamid menurunkan 
ekspresi gen CYP3A4 seiring dengan peningkatan konsentrasi pengujian. Penurunan ekspresi gen CYP3A4 berimplikasi pada 
penurunan metabolisme obat.
Kata kunci: CYP3A4; Diabetes Melitus; Ekspresi Gen; Glibenklamid; HepG2; Meniran; Interaksi Obat.
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merupakan diabetes tipe 2 dan 5% diabetes tipe 1  [2].
Penyakit diabetes melitus merupakan sindrom 
metabolik yang proporsi penderitanya meningkat seiring 
meningkatnya usia [3]. Pada usia lanjut, penderita diabetes 
mengalami desensitivitas jaringan yang mensekresikan 
insulin. Penyebab lainnya yaitu respon sel β pankreas 
terhadap glukosa mengalami penurunan. Kenaikan kadar 
glukosa darah memperparah patologi penyakit DM tipe-
2. Namun, hal tersebut dapat dikurangi dan diperbaiki 
dengan obat anti diabetes kimia maupun dengan herbal 
berkhasiat antidiabetes [4].
Berbagai terapi dipakai untuk menurunkan kejadian 
hiperglikemia dengan menggunakan obat anti diabetes. 
Glibenklamid merupakan salah satu obat antidiabetes 
golongan sulfonilurea yang bekerja dengan merangsang 
sel β Langerhans pankreas untuk memproduksi insulin. 
Pemakaian glibenklamid diperuntukkan bagi sel β 
Langerhans pankreas yang masih dapat memproduksi 
insulin [5]. 
Dalam beberapa kasus, penderita diabetes melitus 
sering menggunakan herbal yang berkhasiat anti diabetes. 
Kepercayaan terhadap herbal dan obat sintetis jika 
dikombinasikan dapat mengurangi efek samping atau 
toksisitas dari obat sintetis, dan mendapatkan efek sinergis 
atau aditif  [6,7]. Kombinasi tersebut ditujukan untuk 
menurunkan kadar gula darah, sehingga menjadi lebih baik 
[8].
Metabolisme glibenklamid terjadi di enzim CYP3A4 
dan herba meniran merupakan inhibitor non-kompetitif  
enzim tersebut [9,10]. Sehingga dalam penelitian ini akan 
dikaji pengaruh interaksi antara ekstrak etanol herba 
meniran dan glibenklamid terhadap ekspresi gen CYP3A4 
pada kultur sel HepG2, serta untuk melihat besar interaksi 
biologi molekular akibat kombinasi herbal meniran dengan 
glibenklamid. Selain itu, penelitian ini bertujuan untuk 
mengetahui pengaruh interaksi ekstrak etanol meniran 
dengan glibenklamid terhadap ekspresi gen CYP3A4 pada 
kultur sel HepG2. 
Metode Penelitian 
Bahan Penelitian
Bahan penelitian yang digunakan dalam penenlitian 
ini meliputi ekstrak etanol herba meniran (Phyllanthus 
niruri L.) yang diperoleh dari Balai Penelitian Tanaman 
Rempah dan Obat (Balittro, Bogor), glibenklamid, 
Dulbecco minimal essential medium (DMEM) dan foetal 
bovine serum (FBS) dibeli dari Gibco Ltd (Singapura), 
dimetil sulfoksida (DMSO) dibeli dari Sigma-Aldrich 
Ltd (Singapura), Trizole isolation reagent (Invitrogen, 
Karlsuhe, Germany), Isopropil Alkohol (MP Biomedical), 
air bebas RNAse (Promega Corporation, Singapura), 
primer β-actin dan CYP3A4 dengan urutan sesuai dengan 
Tabel 1 (1st Base Ltd, Singapura), kit one-step qRT-PCR 
KAPA SYBR Fast Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories Inc, 
Singapura). 
Pembuatan ekstrak etanol meniran
Serbuk simplisia kering sebanyak 1 kg diekstraksi 
dengan cara maserasi dengan pengadukan selama enam jam 
menggunakan pelarut etanol 70%. Selanjutnya, dilakukan 
pemekatan ekstrak menggunakan rotary evaporator pada 
suhu 40°C, sehingga diperoleh ekstrak kental.
Kultur sel HepG2
Pada tahapan ini kultur sel dilakukan dengan 
mencairkan stok beku (Thawing). Medium yang digunakan, 
yaitu DMEM lengkap dengan kandungan FBS 10% 
disiapkan dan dihangatkan pada suhu 37°C. Pada prosedur 
yang lain, tabung berisi sel HepG2 diambil dari cryotank 
dan dicairkan pada suhu 37°C dalam waterbath. Suspen 
sel yang telah cair dimasukkan ke dalam medium DMEM 
yang sebelumnya telah disiapkan. Kultur sel dilakukan 
pada suhu 37°C dengan CO2 5% [11].
Sub kultur dilakukan jika pada dasar wadah sudah 
terbentuk lapisan monolayer sel. Proses ini dilakukan 
dengan memperbaharui medium yang digunakan. Tahap 
terakhir proses kultur sel dilakukan dengan membuat 
stok beku (Frozen Stock). Kultur sel dipindahkan ke dalam 
tabung kriopreservasi 1,8 mL dan dimasukan ke dalam 
freezer -80°C selama satu malam. Kemudian kultur sel 
tersebut dipindahkan ke dalam cryotank berisi nitrogen cair 
(-196°C) [11].
Uji Toksisitas Bahan (Uji Methyltetrazolium)
Bahan yang digunakan terlebih dahulu diuji 
toksisitasnya terhadap sel HepG2 dengan metode 
Methyltetrazolium (MTT). Kultur sel dibuat dengan medium 
DMEM. Kemudian bahan ditimbang dan dibuat larutan 
dengan konsentrasi 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 ppm 
dengan 3 kali pengulangan pada tiap konsentrasi. Pada 
akhir pengujian diperoleh data absorbansi pada masing-
masing konsentrasi. Data tersebut digunakan untuk 
menentukan nilai IC50 masing-masing bahan [12].
Pengujian sampel
Pengujian sampel dilakukan terhadap sel HepG2 yang 
telah dikultur dalam medium DMEM terhadap masing-
masing bahan. Selanjutnya, masing-masing bahan dibuat 
seri konsentrasi 100, 50, 25, 12,5, dan 6,25 ppm dengan 
perbandingan 1:1 sebanyak 350 µL. Inkubasi dilakukan 
terhadap kultur sel pada suhu 37°C dengan CO2 5%.
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Isolasi RNA
Proses isolasi RNA dilakukan terhadap masing-
masing bahan yang diujikan menggunakan reagen Trizol. 
Isolat RNA yang telah diperoleh diukur konsentrasi dan 
kemurniannya pada panjang gelombang 260 dan 280 nm. 
Isolat RNA tersebut disimpan pada suhu -70°C sebelum 
digunakan pada tahap Real-Time RT-PCR [13].
Real Time RT-PCR
Pada tahap ini dicampurkan 10 pmol/µL tiap primer 
CYP3A4 sebanyak 0,4 µL, 10 µL KAPA SYBR master 
mix, 0,4 µL KAPA RT, 25 ng/µL template RNA sebanyak 
2 µL, dan 6,8 µL RNAse free water Sampel diinkubasi 
dalam sistem real-time thermal detection dengan 35 siklus. 
Nilai ambang batas (Ct) dihitung secara otomatis oleh alat 
Real Time RT-PCR. Data tersebut diolah sesuai dengan 
metode yang dijelaskan oleh Pfaffl. Perbedaan ekspresi 
gen CYP3A4 antara kelompok pemberian tunggal (ekstrak 
herba meniran dan glibenklamid) dan kombinasi (ekstrak 
herba meniran dengan glibenklamid) diperlihatkan dalam 
bentuk grafik yang dibandingkan dengan kontrol negatif  
(sel saja tanpa pemberian sampel).
Hasil dan Diskusi 
Tatalaksana pengobatan diabetes melitus pada 
dasarnya dilakukan dengan menggunakan obat antidiabetes 
baik oral maupun parenteral (insulin). Namun, disamping 
penggunaan obat konvensional penderita diabetes juga 
sering mengkonsumsi tanaman berkhasiat antidiabetes. 
Penggunaan secara bersamaan kedua obat tersebut 
dipercaya dapat mengurangi efek samping atau toksisitas 
dari obat sintetis. Oleh karena itu, perlu dilakukan 
penelitian terkait interaksi obat antidiabetes oral dengan 
tanaman berkhasiat antidiabetes ditinjau dari aspek 
molekuler, sehingga dapat diketahui pengaruhnya terhadap 
metabolisme obat dan tatalaksana terapi diabetes melitus 
Hasil dari skrining awal sitotoksik bahan (ekstrak 
meniran dan glibenklamid) terhadap sel HepG2 
ditunjukkan pada Tabel 1. Menurut United State National 
Cancer Institute, ekstrak memiliki aktivitas sitotoksik secara 
in-vitro tehadap sel kanker pada masa inkubasi 48 – 72 jam 
jika memiliki nilai IC50 kurang dari 20 µg/mL, sedangkan 
untuk senyawa murni kurang dari 4 µg/mL [14].
Pada Tabel 1 memperlihatkan persentase 
penghambatan proliferasi sel HepG2 semakin tinggi dengan 
penambahan konsentrasi sampel. Hal itu memperlihatkan 
bahwa semakin besar konsentrasi sampel yang digunakan 
maka semakin banyak sel HepG2 yang mati. Kemudian 
absorbansi tiap konsentrasi diukur dan digunakan untuk 
mendapatkan IC50. Hasil menunjukkan bahwa ekstrak 
memiliki IC50 184.66 µg/mL dan glibenklamid 168.88 
µg/mL. Dengan demikian dari nilai IC50 ekstrak etanol 
herba meniran dan glibenklamid tidak memiliki aktivitas 
sitotoksik yang signifikan terhadap sel HepG2.
Hasil isolasi RNA yang telah dilakukan ditunjukkan 
pada Tabel 2. Menurut Sambrook dan Russel (2001) 
penentuan kemurnian RNA berdasarkan rasio antara 
A260/A280. RNA dapat menyerap sinar ultraviolet 
pada panjang gelombang 260. Dalam spektrofotometer, 
sampel dilewatkan pada panjang gelombang 260 dan 280 
nm. Perbedaan antara A260/A280 menentukan tingkat 
kemurnian RNA. Kemurnian RNA yang ideal didapatkan 
dari proses isolasi RNA adalah 95 – 100% dengan nilai 
nisbah absorbansi 2.00±0.05, dengan nilai A260/A280 
sama dengan 2 memiliki kemurnian RNA 100% [15].
Tabel 2 menunjukkan konsentrasi total RNA hasil 
isolasi sangat kecil. Menurut protokol yang digunakan 
bahwa konsentrasi RNA yang seharusnya adalah 5 – 7 
µg dengan jumlah sel yang digunakan 1 x 106/1000µl. 
Penyebab utama rendahnya konsentrasi RNA yang 
didapatkan adalah karena sedikitnya jumlah sel yang 
dipakai, yaitu 2 x 105/350µl. Namun, konsentrasi RNA 
hasil isolasi tersebut cukup untuk dipakai dalam analisis 
Tabel 1. Persentase penghambatan proliferasi dan ic50 ekstrak etanol 70% meniran dan glibenklamid.
Bahan
Gliserin (g)
% Penghambatan Proliferasi IC50 (µg/mL)
Meniran Glibenklamid Meniran Glibenklamid
31,25 15,066 6,633
184,66 168,88
62,5 16,878 19,753
125 31,043 14,466
250 65,450 82,022
500 81,628 84,022
1000 87,757 101,163
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menggunakan Real-Time PCR untuk jumlah sampel yang 
sedikit. Kemudian, dari tabel di atas dapat dilihat juga 
nilai kemurnian RNA. Pada penelitian ini, nilai A260/
A280 sangat bervariasi. Hal tersebut menandakan bahwa 
proses isolasi RNA belum sempurna, karena banyaknya 
kontaminan yang ikut terbawa, seperti DNA dan protein 
lain. Menurut Sambrook dan Russel, nilai kemurnian 
RNA yang didapatkan belum memenuhi kriteria ideal 
(nilai absorbansi ideal 2.00±0.05). Kemurnian RNA 
yang didapat pada penelitian ini cukup untuk penelitian 
menggunakan metode Real-Time PCR. Selanjutnya, RNA 
hasil isolasi disimpan pada -80°C untuk menghindari 
degradasi RNA [15].
Data ekspresi gen CYP3A4 disajikan pada Gambar 
1 yang memperlihatkan perbedaan ekspresi gen CYP3A4 
pada masing-masing sampel. Pada sampel glibenklamid, 
tidak terjadi peningkatan ekspresi gen jika dibandingkan 
dengan kontrol. Peningkatan ekspresi gen terjadi pada 
konsentrasi glibenklamid 12,5 dan 6,25 µg/mL sebesar 
1,28 dan 1,64 kali jika dibandingkan dengan kontrol 
negatif. Menurut data drugbank menunjukkan glibenklamid 
selain berperan sebagai substrat juga sebagai inhibitor 
CYP3A4, sehingga penurunan ekspresi gen terjadi dengan 
peningkatan konsentrasi glibenklamid. Ekspresi gen 
merupakan suatu proses penerjemahan informasi di dalam 
gen yang digunakan untuk mensintesis suatu RNA atau 
protein. Penurunan ekspresi gen CYP3A4 berimplikasi 
terhadap jumlah produk gen tersebut, yaitu RNA dan 
Enzim CYP3A4. Penurunan jumlah produk tersebut akan 
berdampak pada proses metabolisme obat, sehingga obat 
akan bekerja lebih lama di dalam tubuh [16]. 
Pada sampel ekstrak meniran secara garis besar 
peningkatan ekspresi gen CYP3A4 terjadi seiring dengan 
peningkatan konsentrasi dan sebaliknya penurunan 
ekspresi gen terjadi seiring dengan penurunan konsentrasi 
ekstrak. Hal tersebut disebabkan konstituen yang 
beperan, seperti filantin dan hipofilantin yang merupakan 
aktivator dari reseptor pregnan-X (PXR). Aktivasi dari 
Tabel 2. Data konsentrasi dan kemurnian RNA ekstrak  etanol herba meniran, glibenklamid, dan kombinasi 
ekstrak+glibenklamid dengan kontrol.
No Kode Sampel
Konsentrasi RNA (ng/µl) / Kemurnian RNA (A260/A280)
1 2 3
1 C 135,4 (1,888) 679,9 (1,919) 142,4 (1,995)
2 G1 805,8 (1,960) 382,9 (1,964) 771,5 (1,890)
3 G2 265 (1,829) 210,8 (1,728) 85,85 (1,987)
4 G3 136,6 (1,882) 628,4 (1,728) 182 (1,979)
5 G4 323,4 (1,930) 211,6 (1,808) 1455,1 (1,878)
6 G5 562,7 (1,884) 380,6 (1,976) 3160 (1,861)
7 Mr1 547,3 (1,860) 276,8 (2,098) 280,3 (1,983)
8 Mr2 433,5 (1,901) 348,7 (1,978) 196,8 (1,953)
9 Mr3 178,4 (1,868) 113,8 (1,994) 43,54 (1,913)
10 Mr4 275,3 (1,974) 135,5 (1,909) 974,1 (1,833)
11 Mr5 282,7 (1,830) 70,65 (1,888) 5,380 (1,974)
12 K1 25,88 (2,126) 254,4 (1,957) 216,8 (1,884)
13 K2 157,9 (1,977) 486,2 (1,964) 433 (1,932)
14 K3 133,4 (1,807) 95,87 (2,185) 46,39 (2,092)
15 K4 205,2 (1,986) 123,6 (1,801) 95 (1,863)
16 K5 548,4 (1,764) 111,3 (1,996) 466,7 (1,846)
Keterangan:
C = Kontrol
G = Glibenklamid
Mr = Meniran
K = Kombinasi
A260/A280 = Absorbansi pada panjang gelombang 260 dan 280 nm
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PXR menyebabkan terbentuknya kompleks heterodimer 
dengan reseptor retinoid-X (RXR) dan kompleks tersebut 
terikat pada elemen xenobiotik respon (XRE) yang 
terletak pada bagian distal dan proksimal promotor gen 
P450. Pengikatan tersebut menyebabkan peningkatan 
transkripsi gen CYP3A4, sehingga meningkatkan ekspresi 
gen CYP3A4 [17].
Pada sampel kombinasi antara ekstrak meniran dan 
glibenklamid peningkatan ekspresi gen CYP3A4 terjadi 
seiring dengan penurunan konsentrasi. Pada konsentrasi 
100 dan 50 µg/mL, efek inhibitor glibenklamid lebih kuat 
dibandingkan efek induksi dari meniran. Namun, pada 
konsentrasi 25 dan 12,5 µg/mL, efek induksi dari meniran 
masih cukup dominan sehingga terjadi peningkatan ekspresi 
gen CYP3A4. Pada kondisi ini, peningkatan ekspresi gen 
CYP3A4 dari kombinasi tersebut dapat meningkatkan 
sekresi enzim CYP3A4, sehingga mempengaruhi 
konsentrasi plasma pada kedua obat tersebut. Di sisi lain, 
penurunan ekspresi gen CYP3A4 pada konsentrasi 100 dan 
50 µg/mL dari kombinasi tersebut menurunkan sekresi 
enzim CYP3A4, sehingga memperpanjang masa kerja 
obat di dalam tubuh. Pada kasus lebih lanjut, penggunaan 
dengan intensitas tinggi pada penderita DM tipe 2 dapat 
menyebabkan hipoglikemia akibat pengaruh penurunan 
ekspresi gen CYP3A4 tersebut [18].
Interaksi antara perlakuan ekstrak herba meniran 
dengan glibenklamid mengakibatkan menurunnya ekspresi 
CYP3A4, dengan demikian akan menurunkan aktivitas 
metabolisme ekstrak meniran dan glibenklamid oleh enzim 
CYP3A4 dan dapat terjadi peningkatan bioavailabilitas 
glibenklamid dan meniran, sehingga memungkinkan 
aktivitas keduanya meningkat dan dapat menimbulkan efek 
samping yang tidak dikehendaki yaitu peningkatan efek 
hipoglikemik yang berkepanjangan dan membahayakan. 
Sebaliknya pemberian ekstrak herba meniran dengan 
dosis yang tepat pada pasien diabetes melitus tipe 2 yang 
menerima glibenklamid, dosis pemberian glibenklamid 
dapat dikurangi, sehingga menghindarkan penderita dari 
resistensi terhadap glibenklamid.
Tabel 3. Data ekspresi gen CYP3A4 ekstrak meniran, glibenklamid, dan kombinasi ekstrak meniran dengan glibenklamid 
dengan kontrol negatif.
No Kode Sampel Konsentrasi (µg/mL) Ekspresi Gen
1 C (-) - 1
2 G1 100 0.74
3 G2 50 0.74
4 G3 25 0.94
5 G4 12,5 1.28
6 G5 6,25 1.64
7 Mr1 100 2.79
8 Mr2 50 1.21
9 Mr3 25 1.79
10 Mr4 12,5 1.63
11 Mr5 6,25 1.56
12 K1 100 1.20
13 K2 50 1.41
14 K3 25 2.22
15 K4 12,5 2.44
16 K5 6,25 1.33
Keterangan:
C- = Kontrol Negatif
G = Glibenklamid
Mr = Meniran
K = Kombinasi
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Kesimpulan
Terjadi penurunan ekspresi gen CYP3A4 pada 
kombinasi ekstrak meniran dan glibenklamid dengan 
peningkatan konsentrasi pengujian, sehingga kombinasi 
tersebut menurunkan sekresi enzim CYP3A4 dan 
memperpanjang masa kerja obat di dalam tubuh.
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